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保存血液の細菌汚染に関する研究
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最近の著しい治療医学の進歩の一つに大量輸血が挙げられている。この輸血液供給の為に必
然的に要求されて来たのが BloodBankの制度であり，その供給する保存血液であったO 
孝
Blood Bankは 1936Fantus によって Chicagoの Cook郡立病院に初めて創立され，英
米では第二次大戦に既に大きな役割を演じたのであったが， 我国に於ては 1951年加藤教授に
依つτその設立をみ，次第に広く普及し貢献するに至った。しかしその一面，細菌の濃厚汚染
を受けた保寄血輸血による副作用の報告がみられる様になった。
元来保在血輸血による事故は，新鮮血輸血の場合と同様な型不適合，その他の原因の外には
保存による血液の変質等によるものであると考えられていたO 細菌汚染による副作用は，保在
血の場合は 4. 0 C の保存であるので，これが守られている限り，細菌増殖は考えられず僅_. 6
かに供血者に由来するマラリヤ，梅毒，血清肝炎等が注目されているに過ぎなかった(1)(九
著者は 1953年千葉大学に起った保在血輸血による致死事故仰の細菌学的検索を行い， その
原因が大腸菌群の低温増殖株の一つの濃厚汚染であることを究明し得たのであるがく4Lこの種
の副作用の報告は我国に於て未だみないところであり，勿論基礎的な実験報告もなく，且つは
我国に漸く発達を見っ、ある血液銀行の前途に重大な暗影を投ずるか、る副作用防止のた
め，この問題に関する基礎的な実験を行ったので抜に報告し，御出判を仰ぐ次第である。
第 I章保存血細菌汚染によ Q副作用に
関す易交献的者察
保存血輸血の歴史は比較的古く 1918年 Robert醐
sonが欧州大戦に使用したのが最初で、あると云われ
ており，その後ソ連邦，米国で研究され，我国に
於ては昭和 7年木口氏が最初に報告を行ったく5)。勿
論当時は保存血の細菌汚染による副作用などと云う
ことは全く顧られなかった。
此の種の事故の最初の報告は 1942年R.O伍 cer 
的によってなされたが，原因菌は Escherichia 
coliと Streptococcusで受血者は死亡している。
P. L. Mo1lison (1943)仰の報告では受血者は 12
時間後に死亡したが， 原因菌は不明であった。 Sir
L. Whitby (1949戸〉は第二次大戦中，英本国及び
中東の前線に発生した二つの事件を報告した。英本
国に於ける例は，細菌汚染をうけた保存血を輸血さ
れた 3人のうち 2人が死亡し， 1人は 48時間の激し
い症状の後快復した。汚染菌は Escherichiacoli 
とPseudomonasaeruginosaであって，注射され
た保存血は肉眼的に正常で、あった。中東の例は 4人
死亡した。何れも被菌の間違い，冷蔵の不備が原因
であった。合叉全株冷蔵温度で発育することが認め己
れた。 c.W. Borden，W. H. Hall (1951)<的は
Achromobacter，Paracolobactrum aerogenoi倒
desによる 2死亡例を詳細に報告し，これらの菌が 
何れも 50Cで発育し得ることを認めている。そして 
この原因はガラ.ス容器の高圧滅菌の失敗と推定され
た。更にこれらの菌に対する血清の殺菌力，グエン 
酸ソ{ダとの関係，及びこれらの菌と Pyrogen等
に就いて論じた。 A. 1.Braude et al (1952)(10)は
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Diphtheroid及び Enterococcusによる 2例の副 に 3件 3人の死亡， 5人の快復例あり，何れも Pse-
作用を報告した。これは何れも快復した。叉 1697 udomonas又は Escherichiafreundiiであった。
例に及ぶ bankedbloodを検査し汚染頻度を調べ Mayo c1inicで 1949--1951年の 3年間の全輸血副
た。そしてその分離された菌の分類を行い，更に血液 作用は 22.330例の輸血中 5.3%あり，細菌汚染に因
の汚染細菌に対する殺菌乃至発育阻止作用について るものの比率は明らかでないが，相当の部分を占め 
ACD液加血液について実験し，グラム陽性菌の 47 ており，発熱作用は特に汚染細菌に由来する pyro-
%，陰性菌の 53%に殺菌若しくは発育阻止作用を認 gen vこ因るものであろうとしている。そして各分離
め，保存中の菌増殖はこの血清の殺菌，発育阻止作 菌の分類を行レ，特に発育温度を調べた。以上の結
用が欠除したか，叉は保存中に失われた場合にのみ 果から病原細菌学者がその重要さに気付かない非病
見られると論じた。叉グラム陽性菌の汚染では症状 原性菌の低温増殖株に対する関心を彼等に求めてい
は軽く致命的でなく，グラム陰性菌の場合には重大 る。
であると述べた。 1953年(11)には Coliformbacte- 上述の諸報告に我国の第 1例を加え，まとめると 
ria による 1例を報告した。 M.Pittman (1953)(12) 第 1表の如く， 15件症例は 29名，死亡19名である。
は Laboratoryof biologies controlの研究所に しかしながらこれは実際にあったと推定される数字
各 8100dbank或いは研究者から集められた汚染 より遥かに少いと思われる。それは症状が軽〈経過
菌の研究を行ったときの資料となった副作用例を纏 した場合，手術侵襲のためのショツグと混同された
めた。 8ankCのものは 1951年， 1952年に各々 2 場合，麻酔のためかくされた場合，汚染菌が証明され
例あり，前者は Paracolobactrumintermedium， なかった場合等に見逃されることの他に，原因が判
後者は Paracolobactrumaerogenoides及び 明しでも何等かの理由で、発表されなかった等の事情 
Haemolytic coliで以上 8ankC と 8ankD の によるものであろう。これらのものは何れも輸血さ
例は共に全部死亡した。 8ankEのものは 1951年 れた血液の残部から，一つあるいは二つの細菌の濃
第 1表 汚染血による輸血副作用報告
報告 者(発表年 l数( 汚 染 品目 菌 転 l席 
O伍cer |日42 I1 IE. coli，Strept Death 
Mo1ison 1943 I1 IUnidentified Death 12 hrs. 
Whitby 1949 I3 IE. coli Death 3 hrs. 
E. coli，Ps. aeruginosa Death 9 hrs. 
E. coli，Ps. aeruginosa Recovery 
Whitby， 1951 I4 IA.aerogenes Death 1-4 hrs. 
80rden 
Hall 1951 I2 IAchromobacter Death 6 hrs. 
Paracolobactrum aerogenoides Death 6 hrs. 
8raude 1952 I2 IDiphtheroid Recovery 
Enterococcus Recovery 
Pittman 
8ank C 1951 I1 IAlcaligenes faecalis，E. coli - Death 
8ank D 1951 I2 IParacolobactrum intermedium' Death 
1952 I1 IParacolobactrum aerogenoides Death 
1952 I1 IHaemolytic coli Death 
8ank E 1951 I 2 Death 
1951 I1 IPse凶 omonas and or E. freundii Death 
1951 I5 Recovery 
8raude I1 '11953 Coliform bacteria Recovery今 
Aiso 1953 I2 IAerobacter aerogenes Death 
Recovery 
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厚汚染が証明され，ある例では患者から叉は屍体臓 菌である〉が副作用を起すためには或る程度濃厚汚
器からも同じ菌が分離されている。叉致命率が可成 染の状態となっていなければならなし、から，此のう
り高く，輸血開始から死亡までの時間も 12時間以 ちで 4--50 C保存と云う条件下でも増殖し得る低温
内のものが大部分である。輸血量は 50 --200 cc内 増殖株でなければ副作用の原因菌とならない。それ
外のものが多く，最も少い場合の 1例は僅か 40cc 故にこそ第 1表に見る如く保存後期，若しくは副作
で死亡している。この表及び文献の記載から結論さ 用例に於て分離された菌はすべて低温増殖株であ
れる重要なことは，汚染細菌としてはグラム陰性樗 り，大部分はグラム陰性樗菌である。
菌，特に Coli-aerogenes group，Paracolobact・ 3. 我国第 1例に於ける分離菌の性状 
rum及び Pseudomonasが多く，しかも球菌やグ 輸血した残りの一部を血液寒天，葡萄糖寒天にー
ラム陽性揮菌の場合に比較し副作用は重篤で致命率 白金耳直接塗抹し 48時間培養後に観察すると， 平
が非常に高いと云う事実である。 板一杯に厚い集落が全く純培養に出現した。このと
次に文献から共通して観察される臨床症状に就い きの菌数の算出は行わなかったが，平板上の集落数
て述べる。濃厚汚染の状態となっている汚染血液を からみて殆んど maximumまで増殖していたこと
輸血した場合に起る輸血副作用の症状は，汚染菌の が推定される。これを分離培養すると，普通寒天に
種類によって二つに分けられる。一つは非病原性グ よく発育するが，中等大の灰白色の厚い集落の中に
ラム陽性球菌及び、樗菌の場合で、あり，他の一つは非 少数の稲微黄色粘調性の集落が交ってし、る。白色集
病原性グラム陰性梓菌の場合である。前者は比較的 落を再分離すると再び微黄色の集落を生ずる。この
短時間で快復するが，後者は多く重篤となり，強力 白色系の株を Bd-W，黄色株を Bd-Yとして一応別
な治療によっても快復されない報告-が多い。症状は 々に検査を行った。 
Shock syndromeであり， Peripheral vascular 菌型は共に 0.3 --0.5 x1.0 -. 1.5 [Lのゲ、ラム陰性 
collapseである。輸血中或は輸血後 1時間遅くも・梓菌である。一般培養基上の性状を第2表に掲げ、た。
数時間内に悪寒戦傑と共に血圧の急激な降下が始 次に lmvicsystem ~こ依る成績を第 3 表，含水決
り，悪心，恒吐，発熱が必発である。激しい下痢， 素分解能力を第4表に示す。以上の表に見る知く，
痘欝様の腹痛，尿閉も屡々見られる。末梢部のチア Bd-W，Bd-Y株は全く同一であり， Bergey' s ma・
ノーゼ‘も顕著である。発熱は菌体内の pyrogen~こ nual(l3)によって Aerobacter.aerogenesと同定
よるものであろう。 された。本株は Bouillonに 4-- ，. 50C 72時間培
第11章保存血の汚染細菌 養で明らかな増殖を認めた。 
1. 汚染源，汚染頻度
保存血の汚染源、は採血室の空気，器物，洗糠7K， 第 2表 我国第1例の分離菌の性状(1)
供血者の皮膚等であるので，汚染細菌は Water 
borne，Soil borne，Air borneの広い範囲に亘 
って由来する。
汚染の頻度は Braude(l仰の報告によれば 40C24 
時間保存後に検査した血液 1697例で 2.24%の汚染
率で、あった。我国に於ける報告はない。 
2. 汚染細菌の種類 BJU W
今述べた如く汚染菌の種類は多いので Braude(10)
の分離した菌で、は Staphylococcus21，Microco・ 
ccus tetragenes 4，B. alkaligenes 3，Dipht-
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Pseudomonas aeruginosa 1，Escherichia fre- Bd-Y 
undii 1 となっていて球菌が最も多い。但しこれ
は保存抗期 (24時間〉のものであって，副作用を起
す菌の分布ではなし、。これらの菌く多くは非病原細 
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第 3表 我国第1例の分離菌の性状 (2)
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く球菌が大部分で， 3株は低温増殖可能であり皮膚
消毒不完全の際には汚染の危険あjるものである。
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第 6表 我国血液銀行に於て採血部皮麿
より分離された菌の分類
第 4表	 我国第 1例の分離菌の性状 (3) 分離株 分 類 名 
B 61 Achromobacter eurydice 
B87-1 Micrococcus candidus 
B87-2 Micrococcus candidus 
L724-1 Micrococcus aurantiacus 
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毒性を調べると，湿菌 1mgをマウスの腹腔内に
注射すると 24時間以内に第死し心血から本菌を純
培養として得られた。叉マウスを用いて動物通過を
すると毒性上昇し 1j100mgで鍔死するに至る。こ
れらの成績は Aerobacteraerogenesとしては梢
々毒性が強いと思われる。 
4. 我国血液銀行に於いて分離された菌の分類
我国の各製造所で分離され相磯教授の許に送られ
てきた保存血よりの分離株 25株を Bergey(13)によ
って同定した。その結果は第5表の如くである。表
に見る如くグラム陰性梓菌が大部分であり， Alcal-
igenes，Paracolobactrumの1部を除き他は 50C
で発育可能であった。
叉実際に血液銀行に於て採血時に供血者の採血部
皮膚から分離した 5株の同定の結果は第6表の如
第 III章	 汚染細菌としての婿冷細菌
の分布
好冷細菌の汚染細菌としての意義1. 
上述の如く，保存血汚染菌は殆んどすべて非病原
性細菌の低温増殖株と考えられる。病原菌は自然界
に於ける分布少し即ち侵入の機会少く発育温度範
囲が狭し、。侵入の機会の多い非病原性細菌は濃厚汚
染でなければ重篤な副作用を起さないし，低温増
殖株でなければ濃厚汚染とはならないからである。
更にこれらの菌が保存血液中で増殖するためには，
血清の殺菌及至発育阻止力に抵抗性の菌株か，保存
中に低温その他の理由でこれらの作用が不活性化さ
れる場合でなければならなし、。 Braude<lO)は此の条
件を重視しているが，著者は前述の実験及び後述の
実験，即ち任意に撰んだ低温菌5株中 4株が保存血
中で増殖可能であった事実及び文献から，殺菌，発
第 5表	 我国血液銀行に於て保存血より分離された菌の分類
名
菌 種
Paracolobactrum aerogenoides 
Aerobacter aerogenes 
Alcaligenes marshallii 
Alcaligenes metalcaligenes 
Pseudomonas jaegeri 
Alcaligenes faecalis 
Paracolobactrum intermedium 
Pseudomonas myxogenes 
Micrococcus candidus 
Aerooacter cloacae 
Escherichia intermedium 
分 離 番 号 
BN-54，BO-M 2，BO-613，BO-619 a 
BO-620，BO-712 b，BO-731，BO-913 
BO-925 b 
BO-826，BO-920，BO-920 b 
BO-913，BO-929 
BO-915，BO-925 b 
BO-925 a，BO-920 b 
BO-920 a'，BO-929' 
BO-M1 
BO-M3 
BO-619 b 
BO-423 b 
80-712 b 
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育阻止力を無視することは出来ないが，保存血液の
低温保存中に於ける菌の増殖は，低温に増殖し得る
本来の菌の能力によることが第一義的の問題である
と考える。従って低温菌に就いて以下の実験を行つ
たので、ある。 
2. 好冷細菌
定義は学者によって若干の相違はあるが， Zinss嗣 
er(14)によると， growth temperature ranges _50 
to 300C，optimum at 100__200C としてある。 こ
れは即ち， obligate psychrophi1ic bacteriaであ
る。 optimumが 200C以上で、あって低温でもなお
発育可能であるものは厳密には facultativepsyc-
hrophilic bacteriaであるが， 文献では一般にか
与るものを含めて単に psychrophilicbacteriaと
呼んでいる。
psychrophi1ic bacteriaの最初の報告は J.For-
ster (1887)(15>，C. Fischer (1888)(1のである。以
来殆んど食品衛生学的方面で M.Muller(l7)， J. R. 
Sanborn(18)， V. W. Greene & J. J. Jezeski(1!J)， 
M-L Foter&0.Rahd叫 G.J. Huckei.(21)， 
佐藤〈2〉，片岡(23)等によって研究されてきた。彼
等によれば Psychrophi1icstrainの分布は甚だ広
い genera!';こ亘っているが， 特に Pseudomonas
に多く， W. A.Seleen & C. N. Stark(24)によれ
ば green-fluolescentpigmentproducing bact-
eriaの76%は50Cで発育すると云う。 
3. 各種中温腐敗菌中の低温増殖株の分布
一般非病原性中温菌中の特異な低温増殖株の存在
を明らかにするため，この中に如何なる比率に低温
増殖株が存在するかを調べた。か Lる報告は少いも
のである。 
J 実験方法:Mesophilic bacteria として当研究
所に蒐集保存されている各種腐敗菌 488株を用い， 
1%葡萄糖 Bouillonにこれらの菌を極少量移植し， 
7日間 4....60Cに保ち混濁によって発育を判定し 

た。
実験成績:第7表に示す様に 488株中 45株， 9.2 
%に低温株が存在する。本蒐集に水中細菌である 
Pseudomonas，Achromobacterが欠けているの
で，若しこれちを加えると低温株は更に増大する。
芽胞菌92株中には存在しないが， 文献にも亦認め
られない。
新らたに各種材料より分離した低温菌の分布 4. 
各種材料より好冷細菌を分離してその菌属別分布
を見るために次の実験を行った。
実験方法:水，空気，土壌，魚介，獣肉等を材料
として 1%葡萄糖加寒天平板上にそれぞれの材料を
コンラージ棒で塗抹し， 0 _.40Cの氷室に 2週間保
存し，生じた集落をとり同定した。
第 7表 各種中温腐敗菌中の
低温増殖株の分布 
被 験 菌 
""''i"+H-:elI，H I夜 福l献数|菌株数 
93: 5Escherichia 
107 3Aerobacter 
4Proteus 62 
24Flavobacterium 85 
627Serratia 
22 3Micrococcus 。Spore-forming Bacilli 92 
計 (9.2%) 
実験成績:分類の結果を第8表に掲げる。即ち 99 
株中 Pseudomonas， Achromobacter等水中菌 
が圧倒的に多く出現し，球菌これに次ぎ大腸菌も少
数に検出された。叉この実験でも芽胞菌を認めなか
った。
第 8表 各種材料より分離した低温菌
菌 種 |菌株数 
29Pseudomonas 
29Achromobacter 
2Alcaligenes 
5Coli-group 
2その他のグラム陰性樗菌
8グラム陽性得菌
20球 菌
4酵 母
計 99 
第 IV章低温菌の ACD液加入血液低温
保存中に於ける増殖 
汚染細菌が血液保存中に増殖することを確め，そ
の詳細な状況を観察するため本実験を行った。
実験方法:菌を cc当り数個~数万個の割に移植
した ACD液添加人血液 100ccを菌数計算の必要
からよく振還混和出来る 500cc容量の坂口コルペ
ンに収め，棉栓の上をセロファユ/紙で密封し， IE確
に4...50Cに保たれた冷蔵室に保存した。菌移植直
後よく混和して一部をとり菌数計算を行い，以後 24 
---
---
aハ 
U1
mvMVmVMVIII-生菌数何 
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時間毎，叉は必要に応じて菌数の消長を追求した。 の細菌汚染を受けても濃厚汚染となり得る可能性を
サンプリシグの総ての操作は厳重な無菌操作の下に 示すものである。
冷蔵室内で、行った。
実験成績: 第 2図 Pseudomonasの増殖曲線 
1. 我国第 1例の原因菌による実験 (4
0 60C，ACD液加入血液中〉
 
最初の移植菌量は 500/ccで，直後より 24時間毎 10' 

に菌数計算を行った。対照として 1%葡萄糖 Boui-
llonに同量の菌を移植し同じ条件で保存したもの
と，血液に同量の菌を移植し 270Cに保存したもの
とを置いた。その成績を第 1図に示す。即ち 270C
保存の血液の場合は急速に増殖し 48時間で 3億/cc
10' 
2 3 4 5 6 7 8 9 
10苅卜
生 10'
菌 10'
霊堂 10'1-
10' 
。 句 、  
数 、  
4
日存保
u 
Rd μ U  
8 たにも拘わらず，第3図の様に血液中では除々に減
に達し，低温保存 Boui1lonの対照は4日迄は緩漫
な増殖を示しそれ以後は増殖早くなり 6日で 
maximumに達している。低温血液では曲線め示
す如く，最初2日までは菌数が減少するが(これは
血清の殺菌力，発育阻止力とも関係するものであろ
う) 3日目から増殖し初め， Bouillonの対照より
もむしろ傾耕が立ってきて， 7日で 1億/cc以 kと
なるo これによって本菌は ACD液添加入血液中
で低温増殖を営むことが明白となった。この実験で 
8自になっても対照として同じ条件の下に置いた無
菌の血液と肉眼的に全〈差異がみられなし、。この事
実は保存血良否の判定に関連して重要な点である。
併し勿論更に日が経過すれば，即ち本実験で 12日
頃から血液は暗紫色となり，小凝塊を生じ，一見愛
質が認められる様になる。更には臭気を発し全く腐
敗の段階に至るのである。
第 1図我国第 1例の分離菌の増殖曲線 
40( ___ 60C) 
10'← 
102 
10 
保存日数 
3. Serratia，Flavobacterium，Escherichia 
coliによる実験
同様に著者が分離した低温菌の中から任意に選ん
だ Serratia，Flavobacterium，Escherichia coli 
の各 1株についての実験結果を一括して第3図に示
す。 15日間の観察である。 Serratiaは4日目から
増殖し始め 9日で maximum2億/ccに達し， E. 
coliは 12日頃から， Flavobacteriumはこれより
や L遅れて急激に増殖し始める。
第 3図各種菌の増殖曲線 
(40 60C，ACD液加入血液中〉 
10。 
1()8 
4. Proteus による実験 
Proteusの実験株は Boui1lon低温培養で増殖し
2. Pseudomonasに依る実験
著者が分離した低温菌のうち水に由来する Pse~ 
udomonasの1株に就いて同様の実験を行った成
績を第2図に掲げた。この場合は最初の移植菌数は 
4個/ccと云う少数であるにも拘わらず， 図の如く 
10日で6億tccに達した。これは保存血が極く少数
少の傾向を示す。これは Braude(10)の強調してい
るところの血清の殺菌若しくは発育阻止作用による
ものと思われる。 
5. 低温菌の増殖した血液の毒性，~質 
Serratia，Aerobacterの増殖最高に達した血液
を 1000r. p. m. 5分間遠心沈澱し，上澄0.2cc，0.3 
cc，0.5 ccを各2匹のマウス腹腔内に注射した。 3 
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時間で愛化なく， 12時間では全部第死した。剖見1-: 2・ 患者，屍体臓器からの汚染細菌検出成績
は著明な菱化なく， 心血より該菌を証明した。叉 汚染血の輸血を受けた患者の血液，叉は屍体臓器t
7000 r. p. m. 10分間遠心沈澱し， 上澄を溜水で、 5 から該汚染菌を証明出来れば原因の追求は容易であ
倍に稀釈してその 0.1cc，0.25 cc，0.5 cc、を同様に るが，毎常検出可能であるかを検討した。
注射するとマウスはすべて異常を示さなかった己 実験方法:.Pseudomona.s Esch.，Aerobacter•，. 
叉この場合の菌移植前の血沈値は 1時間 6mm
で，菌増殖後のそれは共に 1時間 1mmであった。
第 V章汚染保存血の検査法 
L 分離培養温度
細菌汚染に由る輸血副作用の原因を調べるため，
或いは予防的に無菌試験を行う場合等には第E章に
述べた理由から，その対象を低温菌に置くべきであ
る。多くの研究者(lO)が 370Cのみで分離を行ってい
るため，汚染低温菌を見落しているかも知れなし、点
が指摘される。厚生省の基準にも無菌試験に 35--
370C としてあるので，この点に就て検討を加えた。
実験方法:前述の低温分離 58株を用いて培養温
度による発育の差違を求めた。 1%葡萄糖加 Boui-
110nにこれらの菌の徴少量を移植し， 20DC，2TC， 
370Cで 48時間--7日培養し，混濁の程度の差を肉
眼で判定した。
実験成績:第9表に見る様に， 27DC培養が310C
培養より発育のよいものは 58株中 tlO株に及び，差 
の認められないもの 11株， 37DC培養の方がよいも
のは僅かに 1株しか存在しない。更に 370C以上で
全く発育し得ない株が 58株中実に 27株に存在し
た。当然低温を好むものは Pseudomonasに多く，
この逆は Coli-groupに多い。
従って検査のための培養温度は 27DCとすべきで 
あり，若し二通り行い得るとすれば 32DCと22DCと 
に培養するのが妥当である。これでも obligate
psychrop hilicの一部のもの，本実験では 58株中
6株は分離から逃れる。培養日数は培養温度の低い 
程長く， 7日培養を必要とすることも稀ではない。
Pittman(l2)は副作用に関係ある汚染菌の全分離株
が容易に発育する範囲は 250Cより上で 300Cより
下であると云ってしる。
第 9表 低温分離細菌の培養温度による発育の差異 (48時間 --7日以上〉
発育温度別 Pseudomonas IAchrom伽 cter I Coli-group 計 
200C以下でのみ発育 
270Cカミ 37DCよりよし、 
27DCと370Cとで差がない 
3-70Cヵミ 270Cよりよし、
370C以上では発育しない 
coli，Achromobacterの4株り 1%葡萄糖 Boui-
110n 24時間培養を 1500r. p. m. 5分閉遠心沈殿
し，上澄を 5ccづ L家兎の耳静脈内に注射局した。 3
時間， 6時間後に採血し 1ccをシャーレに移L，
直に溶かした普通寒天をこれに注ぎ，よく混和し平
板に固めた。この平板を 220C，48時間培養し，生
じk集落をとり接種した菌と同一であることを確か
めた。
実験成績:Aerobacter，E.coliの場合は 3時間
後， 6時間後共に平板にこれらの菌を証明した。 
Pseudomonas，Achromobacterの場合は何れに
も該菌を証明出来なかった。即ち，汚染菌が大腸菌
群であった時は患、岩或は屍体臓器から菌を証明出来 
るが， Pseudomonas，Achromobacterのときは 
困難である。従って患者血液叉は屍体臓器から菌培
養陰性でも輸血液の汚染を否定出来なし、。
第 Vl章保存血液中の低温菌増殖に対する
E. D. T.1)..の効果
血液保存剤として従来から専ら使われてし、るグエ
ン酸ソ{〆は一般に細菌増殖に対して促進的と云わ
れており，特に茨素源としてこの citrateを利用し
得る菌の場合には考えねばならないことである明、
最近 citrateに代る血液保存剤とじて， ethylene-
diaminetetra acetate，E. D. T. A. (sequeste・
rin)(25)が探J:げられて血液学的な立場から citrate
と比較検討されて来ている。 
著者は初めて細菌学的に E. D.T. A.が上述の 
citrateの欠点を持ってし、なし、かどうかを，比較検
討した結果 E.D. T. A.はむしろ或種の菌には発 
育阻止的に作用すると云う興味ある成績を得，保存
血細菌汚染による事故防止のためには E.D.T.A. 
の使用がー解決法である事実を発見した。
。。 66 (株数〉
21、 2 4017 
35 113 。。 1 • 1 
!)/2518/28 0/5 27/58 
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第 10表 N 源、添加 ACD液並びにE.D. T. A.液培地に於ける菌発育比較(1) 
(pH無修正 5.0270C 48h.) 
Escherichia Aerobacter Alcaligenes培地 
2 Cs C5 CIO CllF1 16 S10壬 F1J5 C1 IBd-W Bd-Y 11 C4 C7 G C6 
EDTA液 一一一一+I + +ー十++ 

ACD液 廿+十掛十時|時 件十ト*十十枠制十件 + + 

Pseudomonas Prot Paracoli Serratia 
培地 iB4C9D1PV5R17 C1 C2 C5 F13 
EDTA液 + +十 十件
ACD液 十i十 十 + + 十lt 朴*十 十時
Micrococcus 
中1 Ano A1 
1. 予備実験
そり ACD液+窒素源と E.D.T.A.液オ窒素源
との培地に於ける各種菌の発育比較
実験方法:ACD液は細菌発育要素たる窒素を含
まないので Stephenson-Whethamの合成培地を 
modify ιして ACD(B)液， E. D. T. A.液(中外
製薬試作1.5%液〉に窒素源を加え問歌被菌を行っ
た。その組成は次の通りである。 
MgSO 027H，. 0.7 
NaCl 1.0 
(NH4)2' HP04 4.0 
FeSOI 7H20 .0.03 
ACD(B)液叉はE.D.T.A.液 1000.0
pH 5.0 
この 2種の培地に各種の低温菌を移植し 270C培
養でその混濁を肉眼で判定した。
実験成績:その成績を第 10表に示す。 ACD液培
地に於ては， Micrococcus，Al1叫igenesを除いて
各菌共発育が良好であるのに比して， E. D. T. A. 
液培地に於ては大部分の菌が発育不能か，弱し、発育
を示すだけで、あった。即ち E.D. T. A.液は従来 
の citrateを用いた ACD液に比し細菌発育に不
利であることが明らかとなった。
更にこの場合，培地の pHを 7.0に修正し菌数
計算によって正確に比較すると第 11表の如くなる。
即ち， ACD液では Pseudomonas，Alcaligenes， 
Aerobacter何れもよく発育するが， E. D. T. A. 
液では Pseudomonas，Alcaligenesは48時間 27 
OCで発育全く阻止され， Aerobacterは僅かな増
殖をみるに過ぎなし、。 
(2) E. D. T. A.の細菌発育阻止作用
更に広く各種細菌に対する発育阻止作用を調べ
第 11表、 ACD液並びに E. D. T. A.培
地に於ける各種菌の発育比較 (2) 
(pH 7.0 270C) 
菌 株|培 地問 48時間後 
Pset伽 
Alcaligenes C6 |EADCTDA液、液 
Aerobacter G lEADCTDA液液 
滞限Aerobader Bd-W| EADCTDA液 
50 
42.000 
25 
560 
450 
108.800 
230 
510 330.000.000 
9.800330 
180.000.000308 
1.600270 
る場合には 333倍稀釈となるので，普通 Bouil1on 
寒天に E.D.T.A.を333倍稀釈及び 666倍稀釈と
なる様に混じて pHを修JE，平板とし菌浮活字液を
塗抹し， 270 Cで発育阻止作用を調べた。
実験成績:第 12表に示す様に Serratiaを除く
広汎な範囲に亘り E.D. T. A.は発育阻止作用を
現わし 333倍稀釈 24時間培養では， 312株中 189
株，約 60%に完全阻止を認めた。
2. 本実験
予備実験の結果から低温保存 E.D. T. A.液加
人血液中に於ては細菌は ACD液加入血液中に於け
る程は増殖し得ないと予想されたので，両者を比較
した。
実験方法:第IV章の実験と全く同様な方法で 
ACD液加血液と E.D.T.A.液加血液とにそれぞ
れ AerobacterBd-W 株と PseudomonasBo-M 
3株とを 30 ~70 個 /cc に移植し， 4 _.60Cに保存
してその菌数の消長を追求した。
実験成績:第4図に見る如く， Pseudomonasの
場合は ACD液加血液では 9日で 6億/ccに達する
た。
実験方法:E. D. T. A. 1.5%液を血液に使用す 
‘ー が， E.D.T. A.液加血液では全く増殖をみなし、。
Aerobacterの場合は ACD液加血液では 9日で
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第 12表 E.D.T.A.の細菌発育阻止作用 (270C pH 7.0)数字は菌株数
菌 種 Escherichia 37 Aerobacter 38 Paracolobactrum 22 Proteus 40 
培養時間 24h. 48h. 24h. 48h. 24h. 48 h. 24h. 48h. 
-+十卜十件発育程度 一+-1-十十件 一+廿-tt十 -+-1-十冊 一十+十時 -++ト十件 -+-1-十時 一十+十冊
333x 1421 2 0 6 822 1 31 7 0 0 3 1 331 19 3 0 0 107 5 0 634 0 0 o 139 0 
666x o 0 334 o 0 037 1 0 334 1 0 037 o 0 022 o 0 022 o 0 040 o 0 040 
Control o 0 037 o 0 037 o 0 038 o 0 038 o 0 022 o 0 022 o 0 040 o 0 040 
菌 種| Serratia 15 Pseudomonas 23 Flav伽 cterium 351 Alcaligenes 6 
培養時間 24h. 
発育程度 一十+十時
48 h. 
一+-1-十冊
24h. 
一十-tt:-tt十
48 h. 
-++十十件
24h. 
-+十十時
48h. 24h. 
一+-1-十時 -+-1-十掛
48 h. 
一十+十十件 
333x o 0 213 
666x o 0 015 
Control o 0 015 
o 0 015 
o 0 015 
o 0 015 
13 8 1 1 
o 0 221 
o 0 023 
28 2 1 
o 0 023 
o 0 023 
350 0 0 
1210 8 5 
o 0 035 
332 0 0 230 1 
2 1 329 000 6 
o 0 035 o 006 
o 0 0 6 
o 006 
o 0 0 6 
菌 種 Achrom伽 cter18SpIb.-form. Bact 271 Micrococcus 22 1810od bankの分離株
培養時間 制 48 h. 1.24 h. I48 h 制 48 h. I24 h. I48 h 
発育程度一十件卦ー+廿時|一+件冊一+件耕一十朴時一十件冊|一++t冊一++t時 
333X 115 3 0 O! 0 0 0 18127 0 0 0122 5 0 0121 0 0 1115 5 1 1 6 10 4 91 3 3 4 19
71 0 1 2261 0 1 028 1.666x 1 0 0 0 181 0 0 0181 3 7 1161 1 0 4221 6 2 1131 4 1 0
Gontrol 1 0 0 0 181 0 0 0 1810 0 0 2710 0 0 2712 0 1191 0 1 0 2110 1 0 2810 0 1 28 
第4図低温保存 ACD液加入血液中と 
作用が強く現われると想像されるし，叉 Galler<均
E.D.T.A.液加入血液中とに 等の報告によればマウスで 10
8--109jcc主云う濃厚
於ける菌発育比較 汚染でなければ副作用の症状を現わさないとされて
(40 __ 60C) しるので，保存血の細菌濃厚汚染による重篤な事故
を防止するのに E.D.T.Aは citrateより有利
10。
 
IQぷ
であると考えられる。

生 10; 第 VlI章者 按
簡 10' 保存血輸血に於ける細菌汚染に因る事故が起り得
叡 10' 
/cc る理由についていくらか系統的に実験の成績を記載
10' 

10" P記 udomonasBO.M， してきた。この様な事故は稀ではあろうが避け得ら

_-・-ー、、、 E.D.T.A.i在添加 れなし、かも知れないと云う懸念が無いでもない。採，..-、、
血時の汚染を皆無にする技術はまだ充分とは云えな
いし，保存血製造所の環境には危険な大腸菌簡の低 
5億jccに達し， E. D. T. A.液加血液では増殖は 温増殖株や蛍光菌が無数にその潜入の機会をねらつ
するが，それに比し遥かに弱し、。 ているし，人の血液の殺菌性はし、つも充分に発揮さ 
3. 小 括 れることを期待することはできないし，添加されて 
E.D.T.A.の細菌発育に対する作用の報告は未 いる ACD液は汚染菌の増殖にあるときは促進的で
だ見ないところである。著者の実験によると E.D. あると云う様な諸条件がーせいに揃う機会があろう 
T.A.の細菌発育阻止力は抗菌物質と云う程強力な からである。
ものではなく，保存血に使用する濃度でも菌によっ 併し叉それでは保存血は常に潜在的の危険にさら
ては完全な阻止は示さないのであるが，低温或L、は されているものであり，これによる致命的の事故が
血清の殺菌，発育阻止力等の因子によって更に阻止 予防し得ないものかと云うに，二つの点から充分予
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防し得ると考えられる。その一つは製造業者の側に きる。これらはし、づれの場合に於ても低温細菌の活
ある。従来の文献を注意深〈読むと，汚染の原因は 動に対する知識の不足を物語るものである。
しばしば取扱者の重大なミステーグに発していると 本研究はこの意味で本事故を理解し，その予防法
云うことである。瓶，チュ{プ，注射器，針， ACD を講ずる為の基礎的のデ{タを提供したものであ
液等の漉菌，保存の不注意による過誤が重犬な事件 る。
を引惹す原因をなすものである。これは改良の余地 凝固防止剤としての ACD液(グエン酸ソ{〆+
が充分あるからである。他の一つは輸血する医師の 葡萄糖〉が汚染菌の増殖に促進的であり， E. D.T. 
側にある。保存血は無菌的だと云う先入観があっ A.が反って阻止的であるのは極めて興味深いこと
て， cc当り数億と云う細菌の増殖している血液を であるが， E. D. T. A.を汚染菌の増殖阻止物質と
それと気付かずに注射することである。その明らか して ACD液に代えることにはなお慎重な検討を経
な例は我が国に於ける第 1例に於ても見ることがで なければならない。
総 括
以上の実験成績を総括すると次の如くであるO 
1. 保存血液の細菌汚染に由る副作用は致死的なものが多いが，これらに就いて内外の報告
例を纏めた。 
2. 保在血汚染細菌は広範囲に亘っているが，重篤な副作用を現わすものは主にグラム陰性
梓菌特に大腸菌群及び畿光菌の低温増殖株であるO 
Oと同定されたAerobacteraerogenes例の原因菌は1我が国の副作用第 3. 
4. 我が国の血液銀行で分離された 25株の細菌の分類を行った結果は， グ、ラム陰性梓菌が
大部分であった。 
5. 一般非病原性中温寓敗菌中の特異な低温増殖株の分布を当研究所保存蒐集株についてみ
ると戸大腸菌群， Proteus，Flavobacterium，Serratia，球菌， Spore-forming bacilliの 
488株中45株， 9.2% ~乙在在することが明らかとなった。
株分離し分類す99各種材料より低温菌を自然界に存在する低温菌の分布をみるため， 6. 
ると，水中菌で、ある Pseudomonas，Achromobacterが各々 29株で最も多く， Alkaligenes 
2株，大腸菌群 5株， その他のグラム陰性梓菌2株，グ、ラム陽性梓菌8株， 球菌 20株， 酵母 
4株で、あった。 
7. 上述の低温菌を用いて低温保幸子血液中に於ける増殖を調べると，我が国第 1例の原因菌
及び Pseudomonas，Serra tiaの実験株では 7---10日で cc当り数億に達し， Escherichia 
coli，Flavobacteriumの株はこれより遅れて増殖し Proteusの株は徐々に減少したO 
8. 保存血細菌汚染の検査には低温菌を目標とし，培養温度を 270C叉は 220C及び 320C
とすべきであるO 
9. 汚染保脊血輸血を受けた患者の血液叉は屍体臓器からの汚染菌の証明は，大腸菌群の場
合は可能であるが Paeudomonas，Achromobacterの場合は困難であるO 
10. 最近採上げられている保存剤 E.D.T.A.は Serratiaを除く広範囲な generaの細菌
に対し発育阻止作用があり，これを用いると ACD液添加の場合と比較し Pseudomonas
は全く増殖せず， Aerobacterば増殖が逢かに遅れる。故に保寄血細菌汚染に由る事故防止
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に有利であるO
本研究の一部は輸血研究会例会(1954);輸血学会総会(1955)に於て報告した。
終りに本研究を命ぜられ終始御懇切な御指導と御校闘を頂いた相磯教授に深く感謝し，叉種々
御助言頂いた柳沢教授，教室員諸氏に謝意を表する。
なお，本研究は相磯教授の厚生科学研究費により行ったものである。
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